Rapporti ISTISAN 11/1

RETE NAZIONALE SU MODELLI SPERIMENTALI
E FACILITIES ANIMALI

Gennaro Citro (a), Stefano Fais (b)
(a) Stabilimento Allevatore Fornitore Utilizzatore, Istituto Regina Elena, Roma
(b) Dipartimento del Farmaco, Istituto Superiore di Sanita, Roma

Riassunto del Progetto

Il panorama italiano ¢ spesso caratterizzato dalla frammentazione delle attivita di gruppi
dedicati alla ricerca preclinica che utilizzano modelli sia in vitro che in vivo, per testare la
efficacia di nuove strategie terapeutiche anti-tumorali. Cio porta ad un evidente spreco di risorse
umane ed economiche, nonché ad una caduta di competitivita al livello internazionale. E vero
infatti che spesso identici modelli sperimentali sono presenti in piu strutture di ricerca. Cio ¢
particolarmente vero per i modelli animali.

La sperimentazione pre-clinica in ambito oncologico si avvale di diversi modelli in vivo
basati per lo piu sull’uso di topi. I tre principali gruppi sono basati sull’uso di:

1. modelli singenici, in cui si segue la crescita di tumori spontanei nei topi di vari ceppi;

2. modelli di topi singenici transgenici o knock-out, per determinati geni e proteine coinvolti
nella tumori genesi;

3.  modelli xenochimerici, nei quali cellule di tumore umano vengono inoculate in tipo
immunodeficienti (SCID o Nude) dove crescono sottoforma di tumore solido.

Un centro di sperimentazione pre-clinica in oncologia dovrebbe contenere almeno questi
modelli per essere competitivo. A cid0 si possono aggiungere i primati non umani, ormai
considerati di unico riferimento per la sperimentazione pre-clinica di farmaci biotecnologici. Sul
territorio nazionale i centri di questo tipo sono a tutt’oggi veramente pochi. Risulta di vitale
importanza quindi definire e consolidare una rete scientifica e tecnologica nazionale proiettata a
livello internazionale e orientata alla ricerca traslazionale in oncologia.

Una rete che coordini i centri nei quali sono gia presenti modelli sperimentali per studi pre-
clinici, in particolare modelli animali, consentira a enti pubblici e privati un uso piu razionale e
proficuo di tali modelli. Inoltre, il coordinamento di tale rete, e quindi la disponibilita di piu
modelli sperimentali, potra consentire il convergere di nuovi finanziamenti alle singole strutture
al fine di implementare, incrementare e migliorare i modelli esistenti e consentire un maggiore
accesso ai progetti di ricerca europei (es. FP7) che richiedono I’utilizzo di un set di modelli
sperimentali in oncologia.

Nell’ambito della rete sara possibile anche stabilire delle linee guida, finora inesistenti, per
utilizzo razionale dei modelli preclinici in oncologia.

La fruizione e la ottimizzazione di tali strutture nell’ambito di una rete nazionale sara inoltre
affiancata da corsi di formazione annuali per personale addetto alla messa a punto ed all’uso
sperimentale dei modelli animali che consentiranno uno scambio continuo di informazione fra i
vari gruppi e la creazione di nuova massa critica in questo settore basilare della ricerca
oncologica.

Fine importante di questa rete nazionale su modelli pre-clinici in ambito oncologico sara di
poter consentire la partecipazione moderna e competitiva ad infrastrutture europee gia previste
(es. EATRIS: European Advanced Translational Research Infrastructure in Medicine).

Per riassumere gli obiettivi principali di questa rete saranno:
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1. creare una nuova generazione di tecnici e ricercatori in grado di assicurare affidabilita e
continuita alle attivita svolte dai centri presenti nella rete, attraverso corsi annuali di
formazione teorico-pratica;

2. migliorare e rinnovare i modelli pre-clinici sia in vitro che in vivo, allo scopo di ottenere
modelli che siano quanto pit possibile vicini ai tumori presenti nei pazienti;

3. stabilire il livello di adeguatezza dei modelli nell’ambito dell’utilizzo pre-clinico, ed i
costi-benefici dell’utilizzo dei vari modelli;

4. attivare connessioni strategiche operative con il mondo dell’industria biomedica in modo
da affrontare e possibilmente risolvere le problematiche piu attuali e di maggior rilievo;

5. prevedere 1’uso, lo sviluppo e la diffusione di nuove strumentazioni biomediche sempre
piu all’avanguardia e la condivisione delle stesse.

Stato generale di sviluppo del progetto
e conseguimento dei risultati

In linea con il progetto iniziale, tutte le unita operative hanno continuato a generare sia modelli
animali che metodologie nuove finalizzate alla lotta contro il cancro. I risultati di tali attivita, oltre
che essere riportati nei lavori pubblicati, saranno inseriti nell’area dedicata nel sito allestito nel
corso del primo anno di attivita (www.iss.it/onet). L’accesso al sito, come gia descritto, ha il
duplice scopo di mettere a disposizione di chiunque informazioni sulle attivita aggiornate della
rete e di rendere semplice qualsiasi procedura di comunicazione/collaborazione tra le UO che
hanno aderito alla costituzione della rete. L’informazione dell’esistenza della rete, inoltre, da la
possibilita ad altre strutture di aderire ed ampliare quindi la potenzialita di disponibilita dei
modelli sperimentali pre-clinici in oncologia. Grazie alla professionalita e competenze del
personale informatico dell’ISS il sito ¢ stato strutturato in diverse sezioni tra cui un archivio, in
continuo aggiornamento, dove ¢ possibile venire a conoscenza di: a) tutti i modelli sperimentali
disponibili, sia cellulari che animali, presenti nelle strutture della rete e quindi sul territorio
nazionale; b) tutte le facilities disponibili nell’ambito della sperimentazione pre-clinica in ambito
oncologico, I’'ubicazione delle stesse, con i nomi dei ricercatori responsabili a cui far riferimento.
Tale attivita ha permesso 1’uso di uno strumento totalmente nuovo, che mette a disposizione di
sperimentatori pubblici e privati un archivio dei modelli pre-clinica in oncologia presenti in Italia.
Fra le novita di maggior interesse emerse nell’ultimo anno, vi sono i modelli per lo studio delle
cellule staminali tumorali. Di rilievo sono le informazioni circa il ruolo di p21 nel compartimento
staminale del sistema ematopoietico e del Ca mammario. L’impiego di topi p21-/- incrociati con
topi MMTV-Erbb2 daranno ulteriori informazioni sul ruolo di p21 sia nella tumori genesi che
sulla crescita della cellula staminale. Un altro dato di interesse ¢ 1’evidenza del ruolo svolto dal
sistema dell’Insulin like growth factor nella metastatizzazione epatica dei sarcomi. Su tale tumore
¢ stato anche dimostrato come un inibitore specifico di PI3K ed mTOR inibisce la proliferazione
cellulare in vitro ed in vivo, associato alla vincristina presenta efficacia antitumorale sul sarcoma
di Ewing TC71 in xenotrapianti. Lo stesso inibitore, somministrato in associazione con
convenzionali antitumorali, ha ridotto significativamente il potenziale metastatico del
Rabdomiosarcoma. Per quanto riguarda lo studio dei meccanismi molecolari che legano il
controllo della proliferazione cellulare alla regolazione del movimento e della invasione tumorale
¢ stato dimostrato che due proteine (p27KIP1 e stathminl), sono coinvolte anche nel controllo
della motilita cellulare, nel passaggio da morfologia allungata ad ameboide. I livelli relativi di p27
e stathmin all’interno della cellula sono in grado di influenzare oltre che la proliferazione anche il
movimento con p27 che funge da inibitore e stathmin da stimolatore della migrazione e
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dell’invasione di cellule normali e tumorali. Inoltre, sono stati valutati anche 1’efficacia terapeutica
di associazioni farmacologiche di nuove molecole con farmaci gia in uso clinico.

Mediante un trattamento combinato della molecola pro-apoptotica modificata EMILIN2 con
Bevacizumab si sono ottenute regressioni complete di sarcomi nel topo nudo.

Nell’ambito delle nuove strategie terapeutiche sono state eseguite somministrazioni mediante
elettrochemioterapia per incrementare 1’indice terapeutico ed 1 risultati sono in corso di
valutazione. Per quanto riguarda gli studi sul ruolo dei linfociti T nella risposta antitumorale, si
sono implementate le tipologie di modelli sperimentali. Fra questi il modello umanizzato di
crescita di leucemie mieloidi acute umane in topi immunodeficienti, utilizzando sia NOD/scid che
NSG (privi non solo di linfociti T e B ma anche di cellule NK, a causa della mutazione della
catena gamma del CD132). Il modello NSG rappresenta un idoneo strumento per validare
I’approccio bio-terapeutico combinato alla leucemia mieloide acuta basato sul bersagliamento
delle molecole CD1, la cui espressione ¢ ristretta ai blasti leucemici e a cellule mielo-monocitiche
differenziate normali. La rete ha inoltre dimostrato capacita aggregante con reti locali ed
istituzioni di ricerca, non dotate di animal facility, come avvenuto per l'unitd operativa
dell’Istituto Pascale di Napoli, in grado di stipulare convenzioni con il Dipartimento di Medicina
Sperimentale della Facolta di Medicina e Chirurgia dell’Universita degli studi “Maegna Graecia”
in Catanzaro; con il Dipartimento DIFARMA della Facolta di Farmacia dell’Universita degli studi
di Salerno, in Fisciano; con il Centro di Endocrinologia Oncologica Sperimentale del CNR, in
Napoli. Infine, I’introduzione nella rete di un nuovo approccio per la valutazione in vivo di nuove
strategie anti-tumorali realizzato 1’anno scorso su modelli di tumore spontaneo in animali da
compagnia quali cani e gatti ha avuto ulteriori sviluppi per nuovi approcci diagnostici e
terapeutici. I cani e gatti possono essere considerati singoli pazienti, in quanto la patologia ¢ simile
a quella dell’'uvomo e viene curata con protocolli terapeutici identici. Inoltre, gli animali da
compagnia costituiscono “spie biologiche” dell’ambiente nel quale convivono con la specie
umana, avendo spesso stili di vita controllati (alimentazione, no fumo attivo, no alcool ecc.). In
conclusione la rete sui modelli pre-clinici in oncologia ¢ stata costituita ed ¢ operativa sul territorio
nazionale grazie al programma 2 di ACC. Lo sforzo da tutti prodotto in questi anni ha sicuramente
fornito un nuovo strumento di ampio utilizzo nella ricerca pre-clinica su nuovi approcci
diagnostici e terapeutici nei confronti dei tumori.

Articolazione del progetto

L’articolazione del progetto ¢ descritta nella Tabella 1.

Tabella 1. Articolazione della Rete nazionale sui modelli sperimentali e facilities animali

Proponente Ente di appartenenza Responsabile scientifico

(Coodinatori della rete) dell’Unita Operativa dell’Unita Operativa
Humanitas Alberto Mantovani
IEO Giuseppina Bonizzi
IOR Lorena Landuzzi

) ISS Lucia Gabriele

IRE (Gennaro Citro) CRO Alfonso Colombatti

ISS (Stefano Fais) ISTGE Michele Cili
IRE Gennaro Citro
Pascale Claudio Arra
HSR Paolo Dellabona
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